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3. PREFACIO

Durante a licenciatura em Medicina, o jovem estudante é
ensinado a fazer diagndsticos e a estabelecer planos terapéuticos para
as mais diversas patologias. Parece tarefa ardua, mas ainda assim
apenas dependente da sapiéncia memorizada dos compéndios e da
experiéncia adquirida posteriormente com a prética clinica.

H& no entanto casos, em que o conhecimento actual, o dos livros
e o da experiéncia, ndo é capaz de oferecer respostas satisfatorias para
aumentar a sobrevida ou melhorar a qualidade de vida dos doentes. E
perante estes desafios que o médico ndo se deve resignar e deve
prestar o seu contributo na procura de novas e melhores solugbes. E
perante estes desafios que o médico deve focalizar parte do seu tempo
na investigagéo, ndo em detrimento dos doentes, mas em prole deles.

A hipertensdo arterial pulmonar é uma entidade que se
enguadra perfeitamente no exposto. Muito ainda falta saber sobre ela ...
e um longo caminho ainda tem de ser percorrido até que se consiga
travar a sua evolucéo progressiva e incapacitante.

Actualmente, as linhas de investigacdo desta doenca estédo
orientadas no sentido de explorar a sua fisiopatologia de forma a
encontrar as anomalias de sinalizagdo molecular que iniciam e
perpetuam a cascata de eventos subjacente a remodelacéo arteriolar.
Acredita-se que um melhor conhecimento destes mecanismos permitira
encontrar novas moléculas-alvo, que possam ser utilizadas para fins

terapéuticos.
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Em 2008, por exemplo, dois estudos clarificaram a importancia
da endotelina-3 na vasoconstricdo pulmonar e apresentaram uma nova
proteina, a Fhl-1, como um elemento-chave no desenvolvimento da
hipertens&o pulmonar*?,

Novos farmacos estdo também a ser explorados, representando
uma esperanca na melhoria do prognostico sombrio desta patologia. O
BAY-41-2272 (activador da guanilato ciclase sollvel), o BQ 123
(antagonista selectivo dos receptores da endotelina A) e o pinacidil
(activador dos canais de potassio ATP-dependentes) tém vindo a
demonstrar um desempenho favoravel na diminuicdo das resisténcias
periféricas, e poderdo no futuro vir a ser incorporados nos protocolos
terapéuticos®”>.

Estes trabalhos inovadores tém recorrido a diferentes modelos
experimentais, quer in vivo quer in vitro, fazendo-se a escolha para um
determinado estudo de acordo com as hipéteses colocadas e os
objectivos estabelecidos.

Um conhecimento aprofundado destes modelos é pois
indispensavel para uma correcta interpretacdo e contextualizacdo dos

resultados obtidos.

Este trabalho de mestrado pretende ser um passo hesse

sentido...
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4.  RESUMO

Introducéo: A utilizacdo de monocrotalina €, actualmente, um
dos métodos mais utilizados pela comunidade cientifica para
desenvolver um modelo animal de hipertenséo pulmonar. Uma correcta
interpretacdo dos resultados obtidos em determinado estudo implica a
necessidade de monitorizar a progressdo da doenca e detectar sinais
de elevacdo da pressdo vascular pulmonar. Para este fim, tem-se
recorrido a medicdo invasiva das pressdes pulmonares por cateterismo
ou, alternativamente, tém-se analisado as altera¢Bes histopatolégicas
que se desenvolvem nos orgaos-alvo.

Nos ultimos anos, porém, a ecocardiografia tem surgido como
um meétodo de crescente interesse para a avaliagdo da funcéo
cardiovascular em diferentes modelos animais.

Objectivo: Pretendeu-se com este estudo compreender o papel
da ecocardiografia na avaliacdo da hipertensédo pulmonar experimental
por monocrotalina. Para isso, avaliou-se a evolucdo de diferentes
parametros ecocardiograficos ao longo do desenvolvimento da doenga,
relacionando-os com as alteracdes anatomo-patologicas desenvolvidas.

Material e métodos: Vinte e cinco ratos Wistar de 8 semanas

foram injectados intraperitonealmente com monocrotalina (60 mg/kg) e
distribuidos em trés grupos diferentes (T1, T2 e T3). A avaliacdo dos
parametros ecocardiograficos e anatomopatoldgicos foi efectuada as 2,
4 e 6 semanas, respectivamente, apds a injec¢cdo de monocrotalina. Um
grupo controlo constituido por 6 animais foi utilizado para comparacao

dos resultados.
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Resultados: Os varios parametros ecocardiograficos analisados
(o quociente tempo de aceleracdo/tempo de ejeccdo pulmonar, o indice
de excentricidade do ventriculo esquerdo, o indice de desempenho
miocérdico do ventriculo direito, a excursdo sistélica do plano da
tricispide e o gradiente de pressfes ventriculo direito/auricula direita,
na presenca de insuficiéncia tricispide) mostraram uma elevada
correlagcdo com o tempo de evolucdo da doenca e com as alteracbes
anatomo-patoldgicas analisadas.

Conclusdes: A ecocardiografia € um método imagioldgico que
permite de forma néo invasiva avaliar a progressdo da hipertenséo

pulmonar no modelo de monocrotalina.
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4.  ABSTRACT

Introduction: Nowadays, the inclusion of monocrotaline in
research protocols by the scientific community is common in order to
induce pulmonary hypertension in experimental animals. The correct
interpretation of the results obtained in particular studies implies the
need for continued monitoring of disease progression and the detection
of signs suggestive of raised pulmonary hypertension. This has been
achieved through invasive means in which the pulmonary pressures are
quantified by catheterism or, alternatively by analysing histopathological
changes in target organs. However, over the past years, greater interest
has been shown in echocardiography as a means of evaluating
cardiovascular function in animal models.

Aims: Our aim was to evaluate the role of echocardiography in
the pulmonary hypertension induced by monocrotaline. With this
objective, different echocardiographic parameters were analysed over
the disease progress and correlated with the pathological findings.

Methodology: Twenty five, 8 week old Wistar rats were injected
intraperitoneally with monocrotaline (60mg/Kg) and were divided into 3
different groups (T1, T2, T3). The echcocardiographic and pathological
analysis were carried out at 2, 4 and 6 weeks post monocrotaline
administration, respectively. A control group of six animals was used for
result comparison.

Results: The set of echocardiographic parameters analised
(namely the ratio of pulmonary acceleration time to ejection time, the left
ventricle eccentricity index, the right ventricular myocardial performance

index, the tricuspid annular plane systolic excursion and the pressure
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gradient between the right atrium and right ventricle, when tricuspid
regurgitation is present) had a good correlation both with the time of
disease progression and with the pathological findings.

Conclusions: Echcocardiography is an imagiological method that
permits the non invasive assessment of pulmonary hypertension
progression in monocrotaline model.
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5. INTRODUCAO

5.1— A HIPERTENSAO ARTERIAL PULMONAR
Definicéo

A hipertensdo arterial pulmonar (HAP) é um conceito
hemodindmico , que se caracteriza por a nivel arterial pulmonar, em
situacdo basal, se registar uma pressao sistélica superior a 30 mmHg,
ou uma pressdo média superior a 25 mmHg. Em alternativa, pode-se
considerar o quociente entre a pressao arterial pulmonar (PAP) sistdlica
e a pressdo arterial sistémica sistdlica, o qual se encontra
patologicamente elevado (superior a 0,5). Em esforco, considera-se
anormal uma pressao arterial pulmonar média superior a 30 mmHg.
Independentemente do paréametro usado, deve-se assegurar que a
pressdo de encravamento capilar pulmonar € inferior a 15 mmHg e que
a resisténcia vascular pulmonar é superior a 3 Woods®’,

correspondendo uma unidade Wood a 80 dyne.sec.cm™.

Etiopatogénese

Na etiopatogénese da HAP, seja na forma idiopatica ou na

secundaria a outras patologias e/ou factores de risco, ha a contribuicédo
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quer de factores genéticos quer de factores ambientais , como
farmacos, virus, toxicos, hipoxia ou mesmo a inflamacéao.

O conceito — cada vez mais aceite — é que, sobre uma
predisposicdo genética individual, a exposicdo a um determinado
agente exdgeno actua como factor desencadeante, originando uma
sequéncia de eventos que conduzem ao desenvolvimento da
vasculopatia arterial pulmonar com aumento das resisténcias
vasculares. Este fendmeno de remodelacdo obstrutiva dos vasos
arteriais envolve processos de vasoconstricdo, proliferacdo celular,
trombose e inflamac&o®.

Esta cascata € mediada por altera¢cdes que ocorrem quer a nivel
das plaquetas , com aumento da producdo e libertagcdo de serotonina,
quer a nivel de diferentes estruturas da parede arterial. No endotélio,
verifica-se uma diminuigdo da sintese de substancias vasodilatadoras
como o oxido nitrico (NO) e prostaciclina (PGl,), com sobreexpressao
concomitante de elementos vasoconstrictores como o tromboxano A,
(Tx A,) e endotelina -1 (ET-1). As células do musculo liso da camada
média da artéria também sdo afectadas, com diminuigdo dos canais de
potassio dependentes da voltagem e um aumento da sintese da
fosfodiesterase, do transportador da seretonina e da angipoietina-1. Na
adventicia , aumenta a sintese de citocinas pro-inflamatérias e de
proteinas da matriz (colagénio, elastina, tenascina-C e fibronectina),
constatando-se uma hiperactividade de elastases e metaloproteases.
Estas enzimas podem degradar diversos componentes da matriz

extracelular, e conduzir a uma proliferacéo de células musculares lisas®.
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Fig.1- Etiopatogénese da hipertensdo arterial pulmonar. Imagem modificada a partir de

http://commons.wikimedia.org/wiki/File:FIGURA_04.jpg, de acordo com os direitos de autor.

Prevaléncia

A HAP é uma doenca rara que afecta cerca de 50 pessoas por
milhdo de habitantes’. No entanto, este valor deve ser uma
subestimativa da verdadeira prevaléncia, dado que a doenca s6 é

geralmente diagnosticada nos estadios mais avancados. Ela é contudo




Modelo de Hipertensdo Pulmonar com Monocrotalina
2010 Estudo ecocardiogréafico e anatomopatoldgico

relativamente frequente em certos grupos de risco, como por exemplo

os doentes com anemia falciforme'® ou com esclerose sistémica®’.

Classificacéo

Em 2003, a Organizacdo Mundial de Saude promoveu a
realizacdo em Veneza do Il Simpo6sio Mundial de Hipertensdo
Pulmonar. Nesta reunido foi desenvolvida a mais recente classificacédo
da hipertensdo pulmonar, como resultado de um esforco de
sistematizacdo que agrupou formas com etiopatogenia, clinica,
terapéutica e progndéstico semelhantes. Esta classificagdo considerou a
existéncia de cinco grupos principais: a hipertenséo arterial pulmonar, a
hipertensdo pulmonar secundaria a patologia cardiaca esquerda, a
hipertensdo pulmonar secundéria a pneumopatias e/ou hipoxémia, a
hipertensdo pulmonar devida a doenca trombdtica e/ou embdlica
crénica e miscelania®. O grupo 1 é ainda subdividido em varios

subgrupos, como podemos ver na fig.2.

Diagndstico

A deteccdo da hipertensdo arterial pulmonar efectua-se
geralmente numa fase tardia da doenca. A dificuldade do diagndstico
resulta da evolugdo insidiosa da sintomatologia e da sua
inespecificidade, mesmo em formas avancadas. A clinica caracteriza-se

pelo seu caracter evolutivo, com progressdo dos sintomas™.
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1. Hipertensé&o arterial pulmonar

* Idiopatica

e Familiar

* Relacionada com factores de risco ou outras patologias:
- Doencas do tecido conjuntivo
- Cardiopatias congénitas (shunt esquerdo-direito ou

sistémico-pulmonar)

- Hipertensao portal
- Virus da imunodeficiéncia humana
- Farmacos e toxicos
- Outras

* Associada a doenga microvascular e/ou venosa significativa:
- Doenca veno-oclusiva pulmonar
- Hemangiomatose capilar pulmonar

* Hipertens&o pulmonar persistente do recém-nascido

2. Hipertensao pulmonar secundéria a patologia cardiaca esquerda

3. Hipertensdo pulmonar associada a pneumopatias e/ou hipoxémia

4. Hipertensdo pulmonar devida a doenca trombética e/ou embdlica
cronica

5. Miscelanea

Fig.2- Classificagéo da hipertensdo pulmonar de acordo com a etiologia.

Na HAP podemos identificar as seguintes fases: fase preclinica
que corresponde a um periodo em que o individuo se mantém

assintomético ou, apenas manifestando astenia e/ou dispneia para
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grandes esforcos; o diagndstico nesta fase € feito sobretudo nos
individuos pertencentes a um grupo de risco; -fase sintomatica mas
relativamente estavel, na qual, se bem que haja uma reducédo
progressiva da capacidade de exercicio, 0 doente mantém-se estavel
em repouso; os doentes podem apresentar pré-sincope ou sincope de
esforco pela incapacidade de aumentar o débito cardiaco em exercicio;
a dor toracica por angina de peito atribui-se geralmente a isquémia
ventricular direita; palpitaces e tosse podem também estar presentes; -
fase de deterioragdo progressiva , coincidindo com a insuficiéncia do
ventriculo direito e a queda do débito cardiaco em situacdo basal; o
doente apresenta clinica de congestdo venosa com hepatomegélia,

ascite e edemas; a morte pode ser o culminar do processo.

Do ponto de vista funcional, os doentes com HAP séo classificados
segundo um sistema muito semelhante ao desenvolvido pela New York
Heart Association (NYHA) para a insuficiéncia cardiaca crénica, mas
com algumas modificagdes propostas pela Organizagdo Mundial de
Salde (OMS)®*2.

O perfil de sintomatologia apresentado e o impacto da clinica na
vida do doente permitem a atribuicdo de uma classe (I a IV) que reflecte
a gravidade da HAP - a classe | corresponde a uma fase inicial,

enguanto a fase IV traduz a forma mais avancada da doenca (figura 3).

O exame objectivo pode também fornecer alguns dados
indicadores de HAP ou da patologia que lhe esta subjacente. Os sinais
fisicos mais frequentes sdo atribuiveis a** pressio arterial pulmonar

aumentada, a insuficiéncia cardiaca direita ou a baixo débito cardiaco.
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Classe [:

Doentes com HAP sem limitacdo da actividade fisica. A
actividade fisica normal ndo causa dispneia, fadiga, dor

tor4cica, ou pré-sincopes.

Classe II:

Doente com HAP com ligeira limitacdo da actividade fisica.
Os doentes encontram-se bem em repouso. A actividade
fisica normal causa dispneia, fadiga, dor toracica ou

episodios pré-sincopais.

Classe llI:

Doentes com HAP com marcada limitacdo da actividade
fisica. Os doentes estdo cdédmodos em repouso. A
actividade fisica, incluindo a menos intensa provoca

dispneia, fadiga, dor toracica ou episodios pré-sincopais.

Classe |V:

Doentes com HAP com incapacidade para levar a cabo
gualquer actividade fisica sem apresentar sintomas. Os
doentes apresentam sinais de insuficiéncia cardiaca
direita. Podem apresentar dispneia e/ou fadiga incluindo
em repouso. A sensacdo de mau estar aumenta com

gualquer actividade fisica.

Fig.3- Tabela com a classificagéo da hipertenséo arterial pulmonar segundo a capacidade funcional
do doente de acordo com a NYHA/OMS.

A pressdo arterial pulmonar aumentada est4d associada

geralmente a: um impulso sistolico palpavel no bordo esquerdo do

esterno provocado pela contrac¢do vigorosa do ventriculo direito

hipertrofiado; um reforco da componente pulmonar do segundo som

cardiaco; um click sistélico precoce audivel no foco pulmonar; um sopro

mesossistolico devido a passagem turbulenta do sangue pela valvula
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pulmonar; um sopro pansistélico resultante da insuficiéncia tricaspide e
um sopro diastolico decorrente da insuficiéncia pulmonar.

Os sinais de insuficiéncia cardiaca direita estdo presentes numa
fase mais avancada da doenca e englobam o ritmo de galope, o
engurgitamento jugular, a hepatomegalia, a ascite e o0s edemas
periféricos.

A hipotensdo com diminuicdo da pressdo de pulso e

extremidades frias é resultado de um baixo débito cardiaco e é

indicador de mau prognastico.

Como meios complementares de diagndstico, a telerradiografia
do térax e o electrocardiograma podem apoiar o diagnostico de

hipertensé&o arterial pulmonar, ou podem fazer suspeita-la.

A telerradiografia do térax pode mostrar uma dilatacdo do
tronco arterial pulmonar e seus principais ramos, 0 que contrasta com a
hipertransparéncia periférica do parénquima pulmonar (aspecto em
“arvore podada”), resultante da obstrucdo dos vasos arteriais de menor
calibre. O alargamento das cavidades direitas pode traduzir-se numa

cardiomegalia®* (figura 4).

O electrocardiograma  apresenta frequentemente sinais de
hipertrofia ou sobrecarga de pressao ventricular direita e dilatacdo da
auricula direita’®, que se traduzem por: desvio direito do eixo eléctrico;
ondas P altas (superior a 2,5 mm) em DII, DIll e aVF; padrdo de

blogueio incompleto do ramo direito; onda R superior a S em V3; padrédo
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gR em Vy; onda R inferior a S em Vs ou Vg e alteragBes da repolarizacao
nas derivacdes precordiais direitas (figura 5).

Fig.4 — Telerradiografia do térax de uma crianca de 3 anos com hipertensdo arterial pulmonar
idiopatica. E possivel observar a cardiomegdlia e o padrdo de centralizagdo da vasculatura

pulmonar.

A ecocardiografia 2D-Doppler  oferece actualmente multiplas
vantagens no diagnostico e seguimento das mais diversas cardiopatias.
Uma abordagem detalhada da utilidade deste método na HAP sera

efectuada na seccéo 5.4.
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Fig. 5 — Electrocardiograma de 12 derivacdes da mesma crianga com HAP idiopatica. E visivel o
desvio direito do eixo eléctrico, assim como critérios de hipertrofia ventricular direita. Presenga de
ondas P altas em DII, DIll e AVF.

O cateterismo cardiaco direito permanece contudo como o gold
standard no diagnostico desta doenca. De facto, € a Unica técnica que
possibilita: a medicdo directa das pressbes arteriais pulmonares; a
determinagéo dos débitos cardiacos pelo método de Fick; a avaliacao
da pressdo capilar de encravamento pulmonar, para eventual
identificacdo de patologia cardiaca esquerda ou doenga obstrutiva
venosa pulmonar; o célculo das resisténcias vasculares pulmonares; a
realizacdo de angiografias para melhor caracterizacdo morfologica, por

exemplo, de eventuais shunts esquerdo-direitos (comunicagéo
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interventricular, persisténcia do canal arterial,...); a avaliacdo da
vasorreactividade do leito vascular pulmonar, permitindo inferir sobre o
potencial de resposta ao tratamento com antagonistas dos canais de
calcio.

Uma vez realizado o diagnostico de hipertensdo pulmonar, é
necessario tentar caracteriza-la e identificar a sua causa. Para isso,
utiliza-se uma série de técnicas que devem ser realizadas

escalonadamente, conforme a informagéo obtida em cada uma delas®®.

Telerradiografia do torax « DPOC

Gasometria arterial *  Pneumopatia intersticial

P. de funcao respiratoria » Doenca veno-oclusiva pulmonar
TAC de alta resolucdo * Anomalias da caixa toracica

Biopsia pulmonar
Oximetria nocturna * Sindrome de apneia do sono

Estudo do sono

Cintigrafia VIQ e Tromboembolismo pulmonar
TAC helicoidal
Avaliacao laboratorial + Doencas autoimunes

» AlteragOes da coagulacao
» Disfungéo tiroideia
e Sida, Hepatite Be C
Prova de esforco * Avaliacdo funcional e indicador

progndstico

Fig.6 — Exames complementares de diagndstico utilizados na caracterizagdo da hipertensédo
pulmonar. DPOC — Doenga pulmonar obstrutiva crénica; SIDA — Sindrome de Imunodefiiciéncia
adquirida. P. de fungdo respiratéria — provas de funcdo respiratéria; TAC — tomografia axial

computorizada; V/Q — ventilagéo/perfuséo.
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Terapéutica

O tratamento convencional da hipertensdo arterial pulmonar,
aplicavel a qualquer uma das suas formas, engloba*’alteracdes do estilo
de vida, oxigenoterapia, administracdo de diuréticos e anticoagulantes
orais.

As alteracdes do estilo de vida tém a ver com a adequacédo da
intensidade do esfor¢o as possibilidades fisicas do doente. A préatica de
desporto de alta competicdo estd contraindicada, independentemente
da fase de evolugdo da doenga. No caso das mulheres, a gravidez
também estd contraindicada, pelo que deve haver aconselhamento
relativamente ao meio anticoncepcional mais adequado a usar.
Precaucdes devem também ser tomadas no sentido de prevenir a
ocorréncia de infecgdes respiratérias, assim como evitar situagdes que
condicionem uma reducéo significativa da volémia. A oxigenoterapia
deve ser considerada quando as saturagdes de O, séo inferiores a 90%.

A administracdo de diuréticos deve ser equacionada sempre
que estiverem presentes sinais de congestdo venosa. E porém
necessario encontrar a dose mais adequada de forma a evitar uma
deplecdo exagerada de fluidos e sais com consequente reducdo do
débito cardiaco e hipotenséao arterial sistémica.

O recurso a digoxina deve ser ponderado, sobretudo se houver
fibrilhacdo auricular associada. Preserva-se assim o contributo da
contraccdo auricular para o enchimento ventricular e consegue-se
manter uma frequéncia cardiaca apropriada. Associadamente, a accéo

inotropica positiva da digoxina pode também ter efeito benéfico.
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Os anticoagulantes orais podem ser necessarios para diminuir
a tendéncia protrombotica presente nos portadores de HAP. As doses
administradas sdo as necessarias para obter um INR (indice
Internacional Normalizado) entre 1,5 e 2,5. Diminui-se assim o risco de
trombose in situ da vasculatura pulmonar, o que poderia contribuir para

a progresséao da doenca.

Até ha poucos anos, o tratamento da HAP era baseado
essencialmente nas medidas gerais de suporte descritas, dado que as
opcbes farmacoldgicas especificas eram praticamente inexistentes.
Actualmente, dispBe-se contudo de novos farmacos que

demonstraram*®*°

em estudos controlados e randomizados, ter
propriedades vasodilatadoras e anti-proliferativas da vasculatura
pulmonar:

Os bloqueadores dos canais de calcio  devem ser utilizados
em doses elevadas na minoria de doentes (cerca de 10%) que tem um
teste de vasorreactividade positivo.

O uso de outros farmacos, como os analogos da prostaciclina
nomeadamente o epoprostanol, os antagonistas dos receptores da
endotelina (bosentan) e os inibidores da fosfodiesterase 5 (ex.
sildenafil) deve ser considerado nos doentes com um teste de
vasorreactividade negativo ou nos doentes tratados com bloqueadores
dos canais de célcio, mas que mantém uma classe funcional de Ill ou IV
da NYHA/OMS.

Em dltima insténcia, pode-se recorrer a atrioseptostomia como

procedimento paliativo que assegura o débito cardiaco em caso de crise
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hipertensiva. O transplante pulmonar €é também uma alternativa,

embora as taxas de sucesso ainda ndao sejam muito animadoras.

5.2 - MODELO EXPERIMENTAL

Véarios modelos experimentais de hipertensdo pulmonar estédo

descritos na literatura. A maioria recorre & hipoxia®®, ao hiperfluxo

21,22 23,24

pulmonar®*??, & embolizacdo de ar’®?*, & irradiacdo toracica®, ou a
administracdo de certas toxinas®®, como meio de elevar as pressées
pulmonares.

Independentemente do mecanismo utilizado e das especificidades
ou vantagens inerentes a cada modelo, o recurso a monocrotalina tém-
se generalizado e assumido como um dos métodos preferenciais para
induzir hipertenséo pulmonar nos pequenos roedores. A facil execugéo
técnica e a estreita semelhanga fisiopatolégica com a hipertenséo

pulmonar humana estéo na base desta aceitacéo.

Modelo de hipertensao pulmonar com monocrotalina

A monocrotalina € um alcaldide pirrolizidirico, obtido a partir das
folhas e grdos de uma planta autdctone das regibes tropicais e sub-
tropicais, a Crotalaria spectabilis.

E usado frequentemente para induzir HAP em modelos
experimentais com ratos e ratinhos. Consiste na injeccao intraperitoneal

de 0,5 m{ de solugdo contendo 60 mg/kg de monocrotalina. Esta
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administracdo € Unica e apos 2 a 3 semanas, ja ha sinais evidentes de
HAP.

A HAP produzida pela monocrotalina nos animais de
experimentacdo tem significativas semelhancas com a HAP humana?’
quer pela sua gravidade hemodindmica (pressfes arteriais pulmonares
sistélicas na ordem dos 60 a 110 mmHg) que esti associada a uma
elevada mortalidade, quer pelas alteracdes histopatolégicas presentes
(hipertrofia da média e da adventicia e necrose fibrinoide). No entanto, a
HAP provocada pela monocrotalina tem duas particularidades: a leséo
primaria acarreta uma perda precoce da barreira endotelial, com o
consequente edema pulmonar de permeabilidade; o processo esta
associado a inflamacéo significativa a nivel da adventicia. Este dltimo
aspecto justifica a eficacia dos corticoesterdides e outros agentes anti-
inflamatérios no tratamento desta HAP. Uma descricdo mais
pormenorizada dos aspectos anatomo-patolégicos deste modelo sera

efectuada na seccéo 5.3.
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Fig.7 — Foto da planta Crotolaria spectabilis, retirada respeitando os direitos de autor, do website:

http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Crotalaria_spectabilis. JPG; autor: SunshinestateOfMind.

Do ponto de vista bioquimico, a HAP por monocrotalina € mediada
por mecanismos fisiopatologicos semelhantes aos descritos
anteriormente, com sintese aumentada das proteinas da matriz;
sobreexpressdo da serotonina e das metaloproteases e subexpressao
dos canais de potassio dependentes da voltagem. Diferencia-se
contudo pelo componente inflamatério extremamente marcado, em que
estdo envolvidas varias citocinas (Interleucina-1p, interleucina-6, MCP1,
ICAM-1, selectina-E e TGF-B) e pela diminuicdo da expressao da
endotelina-1.

Importa ainda referir que a monocrotalina, para além dos efeitos

pulmonares, causa também genototoxidade e citotoxicidade em outros
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orgaos, nomeadamente no figado. Esta actuacdo é mediada pelo seu
metabolito, a dehidromonocrotalina, que condiciona uma inibicdo da
NADH desidrogenase, comprometendo a sintese de ATP e,

consequentemente, todo o metabolismo.

Uma Ultima nota para salientar a importancia que este modelo
experimental tem tido nas dUltimas décadas. De facto, muito do
conhecimento cientifico que hoje detemos relativamente a hipertensao
arterial pulmonar, foi fundamentado a partir da hipertensdo induzida
pela monocrotalina.

Uma pesquisa rapida permite encontrar varias publicacbes em
que o modelo foi utilizado para comprovar ndo sé o papel determinante
de certas moléculas na evolugdo da HAP, mas também demonstrar a

capacidade de certas substancias atenuarem o curso da doenca **%.

53 — A ANATOMO-PATOLOGIA NA HIPERTENSAO
PULMONAR POR MONOCROTALINA

No modelo de monocrotalina, o pulmdo é um dos 6rgdos mais
atingidos, mostrando sinais de remodelagdo vascular e leséo
parenquimatosa. **

Uma das alteracBes mais precoces, identificavel nos primeiros
dias apdés a administracdo da monocrotalina, € o0 espessamento das
paredes alveolares por congestdo capilar e edema intersticial. A medida

que o edema intersticial progride, os alvéolos e os sacos alveolares sédo
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preenchidos por exsudato seroso e serofibrinoso. Em fases mais tardias
da pneumotoxicidade pela monocrotalina, os sacos alveolares séo
preenchidos por fibrina, hemorragia ou restos celulares. Este fendmeno
€ acompanhado de infiltracdo mononuclear, o que atribui um aspecto
hipercelular ao intersticio. Os macréfagos alveolares aumentam em
namero e tamanho, adquirindo um aspecto esponjoso. Encontram-se

também aspectos de metaplasia epitelial alveolar.

Os vasos arteriais pulmonares sdo também alvo de um
processo de remodelacdo que atinge as suas trés camadas.

A nivel da intima, as células endoteliais tornam-se
edemaciadas, com os nucleos a fazerem protusé@o para o lumen e com
expansdes citoplasmaticas que se dirigem para o interior do vaso. E
também frequente a ocorréncia de trombos compostos por fibrina,
eritrocitos, leucoécitos, plaquetas e/ou restos celulares. Todas estas
lesBes contribuem para um certo grau de oclusdo do limen arterial. A
reestruturacdo descrita afecta sobretudo o leito capilar e as arteriolas,
sendo particularmente evidente entre a 12 e a 22 semana apds a
administracdo da monocrotalina. No entanto, o caracter progressivo da
lesdo, faz com que o processo se estenda a todos os niveis da
vasculatura pulmonar. E de notar que na HAP provocada por
monocrotalina, ndo se observa lesbes plexiformes ou esclerose da
intima, aspectos tipicos de algumas formas de HAP humana.

Na camada média, o processo de remodelagdo ocorre
geralmente apo6s a existéncia de lesbes a nivel endotelial. Caracteriza-

se por uma hipertrofia / hiperplasia de camadas concéntricas do
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musculo liso e por uma extensao deste musculo a artérias geralmente
ndo muscularizadas.

Na adventicia , identifica-se inicialmente um edema perivascular
com reduzido numero de células inflamatérias. A gravidade das
alteracdes morfologicas torna-se progressivamente mais evidente com o
acentuar do infiltrado inflamatério, proliferacdo de fibroblastos,
deposicdo de colagénio, edema proteinaceo com fibrina abundante e
hemorragia.

O coragdo desenvolve também algumas adaptacbes a
sobrecarga decorrente das pressoes arteriais pulmonares aumentadas
(figura 8). O septo interventricular e a parede livre do ventriculo direito
sofrem um processo de hipertrofia com aumento da sintese proteica, em
particular de colagénio, e aumento do tamanho dos midcitos, quer
longitudinalmente, quer transversalmente.

Em fases mais tardias da doenca, a faléncia do miocéardio leva a
um alargamento das cavidades direitas. Durante todo o0 processo as
cavidades esquerdas permanecem mais ou menos preservadas.

Menos frequentemente pode se encontrar pequenos focos
hemorragicos ou de degeneracdo miocardica, acompanhados de
infiltracAo mononuclear. Estas lesfes, a semelhanca da hipertrofia,
surgem apenas no septo interventricular ou na parede livre do ventriculo

direito.
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Coracgédo Normal Hipertrofia Ventricular
Direita

Parede ventricular

Fig.8 - Esquema representativo da hipertrofia ventricular. Imagem modificada a partir de
http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Right_Ventricular_hypertrophy.svg, de acordo com o0s

direitos de autor; autor: Mariana Ruiz.

5.4 — A ECOCARDIOGRAFIA NA HIPERTENSAO PULMONAR

A ecocardiografia € uma técnica imagiolégica que oferece
inOmeras vantagens no contexto do diagndstico e seguimento dos
doentes com HAP. De facto, trata-se de um exame néo invasivo e sem
complicacdes associadas, mas que ainda assim consegue fornecer
informacédo importante relativamente a morfologia e funcao do coracao,
estimar de forma relativamente fiavel os valores da pressao arterial
pulmonar  sistolica/diastélica e  avaliar alguns  parametros
ecocardiograficos com implicagbes no prognéstico®. O estudo

ecocardiografico completo deve incluir imagens bidimensionais e modo
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M das incidéncias mais importantes, tracados de Doppler dos diferentes
fluxos sanguineos e imagens com Doppler de cor.

As imagens bidimensionais representam “cortes” do corag&o
segundo o plano em que este 6rgdo é atravessado pelo feixe de
ultrassons (figura 9). O diferente posicionamento e inclinagdo da sonda

permite a observacio do 6rgdo em varias incidéncias.*

Fig. 9 — Representacdo esquematica das principais incidéncias ecocardiograficas, com a respectiva
imagem bidimensional apresentada no canto superior esquerdo. A — Incidéncia apical; B — Eixo
curto de vasos; C — Eixo longo; D — Eixo curto de ventriculos. AD — Auricula Direita. VD- Ventriculo
Direito. AE — Auricula Esquerda. Ao — Aorta. VP — valvula pulmonar Adaptado de imagens de

Patrick J. Lynch, respeitando os direitos de autor.
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Nos doentes com HAP sintomética, as imagens bidimensionais
podem revelar sinais indirectos de pressbes pulmonares elevadas
como o alargamento das cavidades direitas, o abaulamento do septo
interauricular para a esquerda, a hipertrofia e a diminuicdo da funcgéo
contrdctil do ventriculo direito, a presenca de derrame pericardico,
assim como o aumento da espessura e movimento paradoxal do septo
interventricular (figura 10). De facto, na HAP o septo interventricular
costuma apresentar-se rectificado durante a sistole, ou até mesmo fazer
procidéncia na cavidade ventricular esquerda, dependendo do gradiente

de pressdes que se estabelecem entre as duas cavidades ventriculares.

O ventriculo esquerdo adquire por isso a forma de “D”, com diminuicédo
| 37

do volume ventricular, mas mantendo a funcéo sistélica globa

Fig.10 — Imagem ecocardiogréfica de uma crianga de 3 anos com hipertensdo arterial pulmonar
idiopatica. Nesta incidéncia subcostal, observa-se uma dilatagdo acentuada das cavidades direitas,

com abaulamento do septo interauricular para a esquerda e hipertrofia ventricular direita.
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O indice de excentricidade traduz esta deslocacdo do septo
interventricular no decorrer do ciclo cardiaco. Calcula-se a partir do
quociente D1/D2, sendo D1 o eixo maximo do ventriculo esquerdo
paralelo ao septo e D2 o eixo maximo que lhe é perpendicular.

Um indice de excentricidade superior a um no final da diastole
representa sobrecarga de volume ventricular direita. Um valor elevado
simultaneamente na telessistole e na telediastole implica sobrecarga de

pressdo e é marcador de progndstico.*

Um outro importante parametro de prognéstico, que pode ser
avaliado em imagens bidimensionais e nas imagens em modo M, é a
excursdo sistolica do plano da tricispide (TAPSE)®. Ela avalia a
funcdo sistdlica do ventriculo direito, pois mede o grau de encurtamento
do eixo longo do ventriculo, resultante do movimento do anel da

tricispide em direccéo ao apex, em sistole.

A associacdo das imagens bidimensionais ao Doppler (continuo,
pulsado e de cor) permite adquirir mais informacdo e até estimar com
alguma fidedignidade os valores da presséo sistélica arterial pulmonar
(PSAP)*.

A PSAP ¢é determinada apenas nos doentes que tém
insuficiéncia tricuspide, dado que ela pressup8e o registo da velocidade
méaxima do fluxo regurgitante (v). Recorre-se depois a férmula
modificada de Bernoulli (AP = 4v?), para calcular o gradiente sistélico
maximo de pressdes entre o ventriculo direito e a auricula direita (AP).
A este valor é adicionada a pressao auricular direita, inferida a partir do

grau de engurgitamento jugular. Obtém-se assim a pressao sistolica do
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ventriculo direito que € igual a presséo arterial pulmonar sistolica, se
nao existir estenose pulmonar.

A avaliagdo por Doppler continuo do fluxo pulmonar de um
doente com HAP tem também caracteristicas particulares,
nomeadamente uma reducdo do tempo de aceleracdo e o

aparecimento, em fases avangadas de uma incisura sistdlica.

Para além do indice de excentricidade, o indice de
desempenho miocardico do ventriculo direito ou indice de Tei do
ventriculo direito deve também ser calculado. Ele permite avaliar a
funcdo global (sistdlica e diastolica) deste ventriculo, obtendo-se assim
um outro pardmetro indicador de progndstico. E geralmente referido
como RIMP, abreviatura que vem da sua desighacdo anglo-saxonica

Right Index of Myocardial Performance.

Fluxo de

entrada a: tempo sistélico total
b: tempo de ejecgéo
c: TCIV
d: TRIV

Fig. 11 — Tempos do ciclo cardiaco utilizados no célculo do RIMP: tempo sistdlico total (Tsist),
tempo de ejeccdo (Tej), tempo de contraccdo isovolumétrica (TCIV), tempo de relaxamento
isovolumeétrico (TRIV).
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O calculo do RIMP ¢ efectuado por:

RIMP = (TCIV + TRIV) / Tej = (Tsist — Tej) /Te]

Por dltimo, devemos referir que durante o estudo ecografico é
também possivel identificar ou excluir cardiopatias que possam ser a
causa de hipertensédo pulmonar. Referimo-nos sobretudo a patologias
cardiacas esquerdas, como é o0 caso da estenose mitral, ou a

cardiopatias congénitas que condicionam um shunt esquerdo-direito.
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6. OBJECTIVOS
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6. OBJECTIVOS

Actualmente, o recurso a monocrotalina € um dos métodos mais
utilizados pela comunidade cientifica para induzir hipertensdo pulmonar
em animais experimentais.

Este trabalho teve como objectivo compreender o papel da
ecocardiografia na monitorizacdo da evolucdo da doenca neste modelo.
Para isso, avaliou-se o comportamento de diferentes parametros
ecocardiogréficos, relacionando-os com as alteracbes anatomo-
patolégicas desenvolvidas. Pretendeu-se assim verificar se a
ecocardiografia poderia ser utilizada em futuros estudos para inferir de

forma nao invasiva o grau de hipertensdo pulmonar.
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7. MATERIAL E METODOS
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1. MATERIAL E METODOS

O presente estudo experimental decorreu no Instituto de
Biofisica/Biomatematica da Faculdade de Medicina, no Instituto de
Patologia Experimental, bem como no Biotério da Faculdade de
Medicina. As orientacfes referidas pela Portaria n® 1005/92 de 23 de
Outubro e pela Portaria n°® 1131/97 de 7 de Novembro foram
respeitadas, com a aprovacao da Direccdo Geral de Veterinaria (Divisdo

de Bem-Estar Animal).

Resumo do procedimento experimental

No estudo usaram-se 31 ratos Wistar, sexo masculino, com 8
semanas de idade. Os ratos foram mantidos sob condicbes de
temperatura e humidade constantes, ciclos de luz de 12 horas
escuro/luz e foi-lhes fornecida comida e agua ad libitum.

Estes ratos foram subdivididos em um grupo controlo (GC) e trés
grupos teste (T1, T2, T3). Nos grupos teste, injectou-se
intraperitonealmente uma solucdo de monocrotalina (MCT). Os grupos
GC, T1 e T2 eram constituidos por 6 animais; optou-se por utilizar 13
ratos em T3 dada a elevada mortalidade esperada para este grupo.
Todos os animais foram submetidos a ecocardiografia transtoracica,
seguida de sacrificio do animal e estudo anatomapatologico.

O guadro esquematiza a calendarizacédo dos procedimentos nos

diferentes grupos:
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Numero de Injeccdo Ecocardiografia  Sacrificio

animais MCT

6
6
6

Preparacdo do modelo experimental

Para inducdo deste modelo de hipertensdo pulmonar, preparou-

se uma solucédo de monocrotalina na concentracdo de 30 mg/m{. Usou-
se para o efeito 600 mg de Crotaline Sigma que foram diluidos em 4 m{

de HCI 1M. A mistura foi homogeneizada com o auxilio da ac¢éo de

ultrassons durante um minuto. De seguida, adicionaram-se 3 m{ de

agua destilada e o pH foi ajustado com NaOH 1 M para um pH de 7,2 a
7,4. O pH foi estimado através de fitas colorimétricas. Procedeu-se
depois a diluicdo da solugdo com &agua destilada até se obter um

volume final de 20 m{.

A cada animal dos grupos teste foi aplicada por via
intraperitoneal, uma dose Unica da solugdo de monocrotalina, sendo o
volume a administrar dependente da massa do animal (60 mg de
MCT/kg). Para a injeccdo intraperitoneal, usaram-se agulhas de calibre

25G e seringas de 1 m{.
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Avaliacao global

Os animais dos quatro grupos foram observados semanalmente
e sujeitos a uma apreciacdo global de eventuais sinais clinicos de

hipertenséo pulmonar.

Protocolo anestésico

A anestesia dos animais foi sempre efectuada antes da
realizacdo de ecocardiografia e do sacrificio.
Consistiu na administragdo intramuscular de quetamina (50

mg/kg) e xilazina (20 mg/kg).

Protocolo ecocardiogréafico

Foi usado um ecografo GE Vivid | com sonda de 15 MHz; uma
sonda de 5 MHz foi utilizada para a avaliagdo da insuficiéncia tricispide
em Doppler.

Apoés a anestesia, 0os animais foram posicionados em decubito
dorsal ou lateral esquerdo sobre uma superficie horizontal. A pele do
hemitdrax anterior esquerdo foi tricotomizada e aplicado um gel acustico
entre o transdutor e o local de exame. A sonda do ecdgrafo foi entéo
orientada de forma a obter imagens bidimensionais das diferentes
incidéncias: “apical”, “eixo longo”, “eixo curto de vasos”, “eixo curto de
ventriculos” e “supraesternal’. Os tracados de modo M e de Doppler

foram registados a uma velocidade de 200 mm/s.
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MedigOes efectuadas em modo M ou bidimensional:

Em eixo curto de ventriculos, abaixo do nivel da valvula aértica,
foi obtido o indice de excentricidade através da medicdo dos dois
didmetros do ventriculo esquerdo (D1 e D2). Adquiriram-se valores na

telessistole e na telediastole.

Fig. 12 — Imagem ecocardiografica em eixo curto de ventriculos, com a medi¢do de D1 e D2 para

célculo do indice de excentricidade.

Na incidéncia de quatro camaras, aplicou-se o modo M, de forma
gue a linha do cursor atravessasse a insercdo lateral da valvula
tricispide no seu anel. O valor da TAPSE é calculado como a distancia
percorrida pelo anel da tricispide entre o final da diastole e o fim da
sistole. Este valor foi expresso como uma percentagem do eixo

ventricular direito em telediastole.
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Fig. 13 — Imagem ecocardiografica em que se mostra a medi¢do da TAPSE.

MedicGes efectuadas em Doppler:

O Doppler pulsado foi posicionado no tracto de saida do
ventriculo direito, proximalmente aos folhetos da valvula pulmonar. A
orientacdo da sonda foi colocada de forma a maximizar o fluxo laminar
em incidéncia de eixo curto de vasos. Para além de se caracterizar o
envelope do fluxo de saida a nivel pulmonar, procurando a existéncia de
uma incisura sistélica, avaliou-se também os seguintes parametros:

tempo de aceleracdo do fluxo pulmonar, tempo de ejeccdo e o
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quociente destas duas variaveis. O tempo de aceleracdo foi medido
desde o inicio do fluxo sistolico pulmonar até ao pico de velocidade
desse mesmo fluxo. O tempo de ejeccdo foi medido como o tempo que
decorreu desde o inicio até ao término do fluxo sistélico pulmonar
(figura 14).

Fig. 14 — Doppler pulsado do fluxo pulmonar, mostrando a medi¢cdo do tempo de aceleragdo (a

amarelo) e o tempo de ejecgédo (a vermelho).

O Indice de Desempenho Miocardico do Ventriculo Direito
(RIMP) é calculado, recorrendo ao tempo de ejec¢do pulmonar medido

no tracado de Doppler do fluxo pulmonar, e o tempo total de sistole do
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ventriculo direito. O segundo parametro é obtido, colocando o Doppler
na camara de entrada do ventriculo direito e considerando o intervalo de
tempo entre a paragem do fluxo através da tricuspide devido ao
encerramento valvular e o recomeco do fluxo no ciclo cardiaco seguinte
apos a reabertura da vélvula.

A presenca e grau da insuficiéncia tricuspide foi avaliada
recorrendo a Doppler de cor e Doppler continuo na incidéncia de quatro
camaras. Quando se observou regurgitacdo, a sonda foi entdo alinhada
de forma a obter-se o pico maximo de velocidade. O gradiente sistolico
de pressdes ventriculo direito/auricula direita (£&.P) foi calculado usando
o pico de velocidade da insuficiéncia tricaspide (v), recorrendo a
equacdo modificada de Bernoulli (AP = 4v?).

Todos os valores ecocardiograficos apresentados correspondem

a médias de 3 medic¢bes.

09/11/2009 11:00:13

insuf tric

Fig.15 — Doppler continuo de insuficiéncia tricuspide.
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Fig. 16 — Doppler de cor de insuficiéncia tricispide (a azul).

Sacrificio e necrépsia dos animais

Os animais depois de devidamente anestesiados, foram
sacrificados por sobrecarga anestésica.

O peso, o comprimento focinho-ponta da cauda e o comprimento
focinho — anus foi registado para cada um dos animais.

Procedeu-se depois a remocdo de varios orgdos: coracao,
pulmé&o direito e esquerdo, rim direito e esquerdo, baco e figado. Todos

eles foram pesados e, no caso do coracdo e do baco, efectuou-se
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também a medicao das suas trés dimensdes
(comprimento/largura/espessura). As  anomalias  macroscopicas
identificadas foram descritas e fotografadas.

Uma amostra de cada érgao foi colhida para estudo histolégico.
No caso do pulméo direito, recolheu-se um fragmento de cada um dos
quatro lobos (cranial, medial, caudal e acesso6rio) e no pulmao

esquerdo, retiraram-se duas amostras do Unico lobo existente.

Preparacdo das amostras histologicas

Os segmentos de tecido obtidos durante a necrdpsia foram
fixados em formol a 4%, durante 24 horas, a temperatura ambiente.
Procedeu-se depois a sua desidratacdo em solu¢des de etanol com
concentracdes crescentes (70%, 80%, 90%, 100%) e a sua
diafanizagdo com xilol.

O material a estudar foi entdo incluido em parafina e
posteriormente cortado no micr6tomo em cortes com espessura de
cerca de 5 uym. A parafina foi depois removida pela passagem
sequencial em xilol, etanol com concentracBes decrescentes e agua.
Apés a rehidratacdo, procedeu-se a coloracdo dos tecidos com
hematoxilina-eosina. Por fim, efectuou-se nova desidratacdo seguida de

montagem da lamina.

Estudo histopatologico

Para cada rato, observaram-se ao microscépio optico um total de

nove laminas: quatro referentes as amostras do pulmao direito, duas
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correspondentes a tecido do pulmdo esquerdo, uma com um corte
transversal dos dois ventriculos cardiacos, uma de figado e outra de
baco.

As laminas do pulmdo foram observadas e sujeitas a uma

avaliacdo qualitativa dos seguintes parametros:

Remodelacdo da vasculatura pulmonar

Leséo da intima

0 — sem alteracao; 1 — células endoteliais edemaciadas com protuséo para o
interior do limen

Hipertrofia da média

0 — sem alteracdo; 1 — ligeira; 2 — moderada; 3 — grave

Trombose

0 — sem trombose; 1- com trombose

Ocluséo do limen

0 — sem ocluséo; 1- ocluséo até 1/3 do diametro; 2 — oclusdo de 1/3 a 2/3 do
didmetro; 3 — ocluséo superior a 2/3 do didmetro

Infiltrado leucocitéario

0 — ausente; 1-ligeiro; 2- moderado; 3- grave

Fig. 17 — Tabela que enumera os pardmetros de remodelacdo da vasculatura pulmonar avaliados
nas laminas de pulméo, indicando para cada um deles a escala utilizada.

Outros aspectos relevantes como a presenca de infiltrado
intersticial, edema alveolar ou hemorragia foram registados.

O estudo morfométrico da espessura da média dos vasos
arteriais pulmonares foi efectuado, recorrendo a um Sistema de Analise

de Imagem (SPSS Sygma Scan Pro 5). Estes vasos foram subdivididos
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em duas categorias: vasos com diametro inferior a 50 um; vasos com
didmetro entre 50 e 200 pm.

Em cada vaso analisado foi feita a medicao do seu diametro e da
espessura da respectiva camada média. O indice da média foi calculado

por:

2x espessura da média

_ x 100
diametro do vaso

Uma vez que o uso da monocrotalina, induz um alargamento
significativo da adventicia, optou-se por usar o indice da média
corrigido, no qual o didametro do vaso é considerado como englobando
apenas o limen e a camada média. Para cada uma das categorias
consideradas, o indice da média é apresentado como a média de trés
medic¢des de diferentes vasos.

As laminas com tecido cardiaco foram observadas e foi atribuido
um grau de hipertrofia numa escala qualitativa de 0 (ausente) a 3

(grave).

Analise estatistica

Os valores ecocardiograficos e morfométricos apresentados para
cada animal correspondem a média de trés medi¢Bes. Os resultados
obtidos para os quatro grupos foram calculados utilizando a média dos

valores individuais de cada rato.
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Para cada parametro, utilizou-se o teste ANOVA e o teste de
Dunnett para identificar diferencas estatisticamente significativas entre
os valores médios dos ratos do grupo controlo e os valores obtidos nos
grupos teste. Para aceitar a distribuicdo Gaussiana dos valores e a
igualdade de variancia nos diferentes grupos (pré-requisitos do teste
ANOVA e teste de Dunnett) aplicou-se o teste de Kolmogorov-Smirnov
e o teste de homogeneidade de variancias, respectivamente. Calculou-
se ainda o coeficiente de correlacdo para aferir o grau de dependéncia
dos diferentes parametros ecocardiograficos com o tempo. Procedeu-se
do mesmo modo para verificar qual dos dados ecocardiograficos melhor
se relacionava com a hipertrofia arterial pulmonar. Para os calculos,
recorreu-se ao programa Statistical Package for the Social Sciences

(SPSS) 18, utilizando-se como nivel de significancia p = 0,05.
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8. RESULTADOS
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8. RESULTADOS

Evolucao sintomatica e mortalidade

Alguns sinais de hipertensdo pulmonar eram ja evidentes duas
semanas apos a injeccdo de monocrotalina. Os animais estavam
polipneicos, com maior irritabilidade e com espirros frequentes. Os
pélos estavam menos brilhantes e amarelados. A medida que se
progrediu para a 4% e 62 semana de estudo, verificou-se o aparecimento
de anorexia, astenia com diminuicdo da deambulacdo na gaiola e
cianose periférica de instalacdo progressiva.

Nos grupos T1 e T2 todos os animais sobreviveram.

No grupo T3, dos 13 animais iniciais apenas 6 sobreviveram
(mortalidade de 54%). Quatro animais morreram sem que houvesse
possibilidade de efectuar ecocardiografia ou necrépsia; trés morreram
durante a inducéo anestésica, pelo que nao se realizou ecocardiografia,

mas foram estudados do ponto de vista anatomopatoldgico.

Dados ecocardiograficos

Em cada grupo foram estudados ecocardiograficamente 6
animais. Numa apreciacdo global, pbéde-se constatar um gradual
aumento do volume das cavidades direitas, que chegaram a ter, no
grupo T3, dimensBes muito superiores as correspondentes do lado

esquerdo.
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Fig.18 — Imagem ecocardiografica em incidéncia apical de um animal do grupo controlo. E de notar
o predominio de cavidades esquerdas. VD - ventriculo direito. AD - auricula direita. VE — ventriculo

esquerdo. AE — auricula esquerda.

Fig.19 — Imagem ecocardiografica em incidéncia apical de um animal do grupo T3, evidenciando o
predominio de cavidades direitas, devido a dilatagdo do ventriculo direito (VD) e auricula direita

(AD). VE — ventriculo esquerdo. AE — auricula esquerda.
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O contorno do ventriculo esquerdo tornou-se cada vez mais
excéntrico, dada a rectificagdo ou mesmo abaulamento do septo inter-
ventricular para o interior da cavidade ventricular esquerda (figura 20).

Fig. 20 — Contornos do ventriculo direito (VD) e do ventriculo esquerdo (VE) em incidéncia de eixo

curto de ventriculos. A - Animal do grupo de controlo. B - Animal do grupo T3.

A insuficiéncia tricuspide ndo foi detectada no GC, Tl e T2.
Estava porém presente em 3 dos animais sobreviventes do grupo T3
(figura 21). A média das PSAPs estimadas a partir da velocidade do

jacto regurgitante, foi de 66 mmHg.
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Fig. 21 — Doppler de cor aplicado na incidéncia apical para detectar o jacto da insuficiéncia

tricspide (a azul) que se prolonga até ao teto da auricula direita.

Observando as imagens por Doppler pulsado do fluxo pulmonar
pode-se apreciar a diminuicdo progressiva do tempo de aceleracéo,
com aparecimento da incisura sistélica em trés dos seis animais do

grupo T3.

Fig.22 - Imagens de Doppler pulsado do fluxo pulmonar de animal do grupo de controlo (A), do
grupo T2 (B) e do grupo T3 (C). Verifica-se uma diminui¢@o progressiva (de A para C) do tempo de
aceleragdo, bem como o aparecimento da incisura diastélica (assinalada com as setas azuis).

Os resultados da avaliacdo quantitativa dos diferentes
parametros ecocardiograficos estdo esquematizados na representacao
gréfica das figuras 23.
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Fig.23 — Representacéo gréafica da variacdo dos diferentes parametros ecocardiograficos a medida
que se instala a hipertens&o pulmonar induzida pela monocrotalina, mostrando para cada grupo o
respectivo intervalo de confianca (95%). Tac- tempo de aceleragdo; Tej — tempo de ejecgéo;

D1/D2d - indice de excentricidade em diastole; D1/D2s — indice de excentricidade em sistole.
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Verificou-se ao longo das 6 semanas uma reducdo progressiva
da TAPSE e do tempo de aceleracdo do fluxo pulmonar (Tac). Por sua
vez, o RIMP e o indice de excentricidade, quer em sistole, quer em
didstole sofreram um aumento. As variacdes sofridas estdo em estreita
correlacdo com o tempo decorrido apos a injec¢cdo de monocrotalina
(ver figura 24 em que os valores de correlacdo sdo sempre superiores a
0.95). No entanto, a inclinacdo da curva dos gréficos € mais acentuada
entre o grupo T1 e T2. Em consonéancia com estes resultados, a tabela
da figura 25 mostra que € sé a partir do grupo T2 (inclusivé) que se
obtém diferencas estatisticamente significativas relativamente ao
controlo. Este comportamento verificou-se para todos os parametros

ecocardiogréficos analisados.

Coeficiente de correlacdao com o
tempo apds injeccao de MCT
TAPSE -0.98
Tac/Tej -0.98
RIMP 0.97
D1/D2s 0.95
D1/D2 d 0.98

Fig.24 — Tabela que indica o grau de correlagéo entre os diferentes parametros ecocardiogréaficos e

o tempo decorrido apés a administragdo da monocrotalina (MCT). Tac- tempo de aceleracao; Tej —
tempo de ejeccdo; RIMP — indice de performance miocardica do ventriculo direito; D1/D2 d —

indice de excentricidade em diastole; D1/D2 s — indice de excentricidade em sistole.
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GCvs GT1 | GCvs GT2 | GCvs GT3
TAPSE 0.136 0.007 0.001
Tac/Tej 0.188 0.000 0.000
RIMP 0.254 0.000 0.000
D1/D2s 0.582 0.002 0.000
D1/D2 d 0.351 0.001 0.000

Fig.25 — Tabela que indica para cada parametro analisado (coluna a cinzento), os p-valores obtidos

por comparagéo do grupo controlo com cada um dos grupos teste (coluna a rosa). A negrito foram

destacados os valores que sdo estatisticamente significativos quando utilizado um nivel de

significancia de p = 0.05.

Necropsia

Foram efectuadas um total de 27 necrOpsias: 6 do grupo

controlo, 6 do grupo T1, 6 do grupo T2 e 9 do grupo T3. O perfil dos

animais em termo de peso e comprimento para os diferentes grupos é

apresentado nos graficos de barras da figura 26. No que diz respeito ao

peso dos orgaos colhidos, eles sdo apresentados como percentagem do

peso corporal total (figura 27).
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Fig. 26 — O gréfico a esquerda representa o peso médio dos animais de cada grupo na altura da

necrépsia. O grafico a direita mostra o comprimento focinho-cauda (a verde) e o comprimento

focinho-anus (a azul).
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Verificou-se uma tendéncia para o aumento do peso relativo do
coracao, pulmdes e baco, mas isto ndo se verificou a nivel hepatico ou
renal. Apenas no pulmdo e rim se identificaram diferencas
estatisticamente significativas entre o grupo de controlo (GC) e o grupo
de teste T3.
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Fig. 27 — Evolucéo do peso relativo dos varios 6rgaos.
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Como dltima nota, referir que no grupo T3, trés animais
desenvolveram derrame pleural bilateral. Em um caso, o derrame tinha

caracteristicas hemorragicas e ocupava um volume de cerca de 5 m{.
Nos outros dois casos, o derrame tinha entre 15 a 20 m{ de volume e

apresentava um aspecto citrino. A analise citoquimica confirmou tratar-

se de transudato.

Dados anatomopatolégicos

Um total de 243 laminas foram observadas e caracterizadas em
termos anatomopatolégicos. Elas correspondiam a seis amostras de
pulmdo, a uma amostra de coracdo, figado e baco, por cada rato
necropsiado.

De uma forma genérica, pode-se dizer que 15 dias apds a
injeccdo de monocrotalina, era ja evidente varias alteragbes, quer no
parénquima pulmonar, quer a nivel dos vasos arteriais. De facto, em
todos os pulmdes dos animais do grupo T1, encontrou-se edema
intersticial, acompanhado de exsudato alveolar (em 2 casos) e de
edema perivascular (em 2 casos) — ver figuras 28 a 30. Os vasos
arteriais de menor calibre (inferior a 50 um) passaram a evidenciar uma
hipertrofia significativa da camada média. Estes pequenos vasos
encontravam-se severamente obstruidos, ndo apenas pela hipertrofia
referida, mas também pela protusdo dos nucleos e de projeccdes
citoplasmaticas das células da intima para o interior do liumen (figura
31). A obstrucdo dos vasos de maior calibre era substancialmente
menor, exceptuando em duas artérias em que se detectaram

fendmenos de trombose intraluminais (figura 32). Um ligeiro infiltrado
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inflamatorio era ja identificavel, mas ainda pouco acentuado. Em dois
casos, a estrutura pulmonar estava danificada por processo infeccioso
grave com fendmenos de atelectasia e consolidacgéo (figura 33).

Fig. 28 — Imagens de parénquima pulmonar de ratos do grupo T1. A — Nesta figura é possivel
identificar uma zona com alvéolos relativamente arejados (a), contrastando com a regiéo do canto
inferior esquerdo, onde se observa exsudato pulmonar (ex). B — Zonas de exsudato alveolar mais
seroso (s) ou serofibrinoso (sf),
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Fig. 29 — Edema perivascular (E) em corte histolégico de pulméo de um rato do grupo T1.

Fig. 30 — Grande ampliacéo de zona alveolar com exsudato serofibrinoso.
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Fig. 31 — Vasos arteriais de dimenséo inferior a 50 pm observados em animal do grupo controlo (A)
e em animal do grupo T1 (B). Em B, é evidente a hipertrofia da média e a protuséo dos nicleos
para o interior do limen.

Fig. 32 — Trombo (T) identificado em artéria pulmonar de rato do grupo T1.
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Fig. 33 — Aspecto do parénquima pulmonar de um dos dois ratos com pneumonia.

A progressao para o grupo T2 e T3 caracterizou-se por um
aumento da  hipertrofia da camada média, que se tornou
progressivamente mais notério nos vasos arteriais de maior calibre
(figura 34). O infiltrado inflamatério perivascular acentuou-se (figura 35),
passando a penetrar (nos ratos do grupo T3) a espessura da parede
dos vasos, destruindo a sua arquitectura (figura 37).
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Fig. 34 — Artérias do pulmao de animal do grupo controlo (A), de animal do grupo T2 (B) e do grupo
T3 (C). Em B e C é evidente a hipertrofia da camada média.
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Fig. 35 — Infiltrado inflamatério perivascular (setas azuis) em animal do grupo T3.

Fig. 36 — Aspecto da parede de uma artéria pulmonar do grupo controlo.
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Fig. 37 A e B — Aspecto tipico das artérias pulmonares do grupo T3 (setas azuis). E evidente o

abundante infiltrado inflamatério, quer a nivel da adventicia, quer a nivel da média.
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No que diz respeito as alteragbes parenquimatosas, elas
mantiveram-se presentes nos animais dos grupos T2 e T3. O edema
intersticial foi sempre uma constante. Todos os animais do grupo T3
apresentavam também edema alveolar com aumento significativo dos

macrdéfagos alveolares que tinham um aspecto esponjoso (figura 38).

Fig.38 — Edema alveolar em rato do grupo T3, onde se pode identificar inimeros macréfagos
alveolares com aspecto esponjoso.

O musculo cardiaco também sofreu alteragbes, com hipertrofia
progressiva localizada sobretudo ao ventriculo direito e septo
interventricular (figura 39).
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Fig. 39 — Miocéardio de animal do grupo controlo (A) e de animal do grupo T3 (B). A hipertrofia
evidencia-se pelo aumento da dimensé&o do diametro dos midcitos e pelo aumento do contetdo de
colagénio.
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Os resultados da avaliagcdo qualitativa da vasculatura
pulmonar/miocéardio, bem como os dados obtidos a partir do estudo
morfométrico reflectem o exposto e encontram-se esquematizados nos
gréficos das figuras 40 e 41.

Para esta andlise foram excluidos os dois ratos do grupo T1 que
tinham pneumonia, uma vez que as alteracdes histopatoldgicas
induzidas pelo processo infeccioso iriam distorcer significativamente os

resultados.

2,5 /
= | es3o da intima
Hipertrofia da média

2
/ Trombose
1,5 e Oclusdo do limen
/ == |nfiltrado leucocitario
1 Hipertrofia cardiaca
015 /

GC T1 T2 T3

Fig. 40 — Gréafico que esquematiza a evolugdo dos varios parametros utilizados na analise
qualitativa da vasculatura pulmonar (ver figura 17) e do miocardio. E importante salientar que a
trombose e a lesdo da intima tém como valor maximo “1” e ndo “3” como acontece nos restantes

critérios.
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Fig. 41 — Representacéo gréafica dos resultados do estudo morfométrico efectuado quer para as
artérias de calibre inferior a 50 pm (& esquerda), quer para as artérias com calibre entre 50 e 200
um (a direita). Para além da evolugdo das médias de cada grupo, esta também esquematizado o
respectivo intervalo de confianca (95%).

GCvs GT1 GCvs GT2 GCvs GT3
p 0.000 0.000 0.000
G 0.097 0.185 0.000

Fig.42 — Tabela que indica para cada pardmetro analisado (coluna a cinzento), os p-valores obtidos
por comparacéo do grupo controlo com cada um dos grupos teste (coluna a rosa). indice corrigido
da média das artérias de calibre inferior a 50 um (p); indice corrigido da média das artérias com
calibre entre 50 e 200 um (G).

Os dados das figuras 41 e 42 permitem concluir que a hipertrofia
da média dos vasos com diametro inferior a 50 pm se instala
precocemente. O mesmo ndo acontece nos vasos de maior calibre,

onde diferencas estatisticamente significativas face ao grupo controlo
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(para o nivel de significancia p = 0.05) foram encontradas apenas no
grupo T3, o qual representa uma fase ja muito avancada da doenca.
Comparou-se por isso a hipertrofia dos vasos arteriais de menor
calibre com os diferentes parametros ecocardiograficos. A andlise dos
resultados obtidos (figura 43) permite constatar que a TAPSE foi o valor

gue melhor se correlacionou com esta alteracdo anatomo-patolégica.

Coeficiente de correlagdo com o
grau de hipertrofia das artérias
de menor calibre

TAPSE -0,94
Tac/Tej -0,79
RIMP 0,82
D1/D2s 0,76
D1/D2d 0,78

Fig.43 — Tabela que indica o grau de correlacéo entre os diferentes parametros ecocardiogréaficos e

o grau de hipertrofia das artérias de calibre inferior a 50 um. Tac- tempo de aceleragéo; Tej —
tempo de ejeccdo; RIMP — indice de performance miocardica do ventriculo direito; D1/D2 d —

indice de excentricidade em diastole; D1/D2 s — indice de excentricidade em sistole;

No que diz respeito ao bago, ele tinha uma histologia normal no
grupo controlo, mas apresentou-se como 6rgao de estase em todos o0s
animais dos grupos teste. O aspecto congestivo acentuava-se

progressivamente nos grupos T2 e T3 (figura 44).
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Fig. 44 — Cortes histolégicos de bago do grupo T1 (A), do grupo T2 (B) e do grupo T3 (C). E
evidente o progressivo aumento da congestéo esplénica.

A semelhanca do baco, o figado também tinha uma histologia
normal no grupo controlo e aspecto congestivo no grupo T1. No entanto,
no grupo T2, a estase tornou-se um achado mais inconstante e
identificaram-se pequenos focos de necrose hepatocitaria. No grupo T3,
estes focos eram mais evidentes, havendo zonas de vacuolizacdo e

alguma estase (figura 45).
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Fig. 45 — Cortes histoldgicos de figado do grupo T1 (A) e do grupo T3 (B), evidenciando aspecto
congestivo do 6rgdo. Na imagem 45B observa-se também focos de necrose e vacuolizagéo.
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9. DISCUSSAO

O modelo de hipertensdo pulmonar por monocrotalina, tem sido
largamente utilizado na investigacéo desta doenca.

A andlise dos resultados é frequentemente efectuada recorrendo
a técnicas de hemodinamica ou a avaliacdo anatomopatolégica das
alteracBes estruturais desenvolvidas. No entanto, cada um destes
métodos tem desvantagens especificas.

O cateterismo requer ndo s6 a utilizacdo de equipamento
dispendioso, de finalidade confinada a uso experimental, como também
necessita de pericia técnica especifica por parte do investigador. Para
além disso, tratando-se de um processo invasivo, esta associado a
alguma mortalidade e s6 pode ser efectuado até duas vezes no mesmo
rato. Por sua vez, o estudo anatomopatolégico implica frequentemente o
sacrificio do animal e ndo é informativo relativamente aos parametros
hemodinamicos.

Neste contexto, a ecocardiografia transtoracica tem vindo a
assumir um interesse crescente na comunidade cientifica, como
ferramenta de estudo, ndo s6 no modelo de monocrotalina, mas em
todos os trabalhos experimentais em que alguma repercusséo cardiaca
€ esperada.

Prova deste fendbmeno séo as publicacdes dos ultimos anos que
salientam a eficacia e beneficios desta modalidade imagiol6gica na
experimentacdo em pequenos animais de laboratério**?. De facto, a
ecocardiografia € um método indcuo que permite acompanhar a ac¢ao
de determinado factor na evolucdo da doenca em estudo. Para além

disso, os avancos tecnoldgicos tém vindo a permitir uma avaliacdo
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ecografica cada vez mais precisa da estrutura e funcdo do coracédo do
animal®,

No que diz respeito especificamente, ao modelo de
monocrotalina, um estudo de 2002 * demonstrou a existéncia de uma
correlacéo linear entre certos parametros ecocardiograficos (tempo de
aceleracdo do fluxo pulmonar e gradiente de pressdes ventriculo
direito/auricula direita) e os valores da pressao arterial pulmonar
medidos por cateterismo.

A semelhanca dos resultados por nos obtidos, também neste
estudo a insuficiéncia tricaspide foi um achado tardio (6 semanas apoés
a injeccdo de monocrotalina), aparecendo para valores de PSAP
superiores a 65 mmHg. Para valores de pressdo arterial pulmonar
inferiores, a correlagéo era estabelecida com o tempo de aceleragéo.

O trabalho ndo abordava contudo a andlise de alguns dos
parametros ecocardiograficos que, no homem, sdo considerados como
factores de prognostico™*’. Referimo-nos especificamente ao TAPSE,
ao indice de excentricidade e ao RIMP.

|*8 estabeleceram uma

Alguns anos mais tarde, Hardziyenka et a
sequéncia temporal no aparecimento das alterac6es ecocardiogréficas
no modelo de monocrotalina: a diminuicdo do tempo de aceleracéo
(indicadora da hipertensdo pulmonar) e o aumento da espessura da
parede livre do ventriculo direito (indicador de hipertrofia ventricular
direita) precediam o aumento do didmetro telediastélico do ventriculo
direito (indicador de dilatacdo do ventriculo) e diminuicdo da TAPSE
(indicadora de disfuncéo sistolica).

No nosso estudo e no que diz respeito ao tempo de aceleracéo e

TAPSE, esta sequéncia ndo se verificou. Este facto deve-se
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provavelmente a ter sido usado um intervalo temporal superior entre as
diferentes medicdes.

Mais recentemente (Setembro de 2009)*°, o RIMP foi utilizado
como um dos parametros ecocardiograficos avaliados num estudo que
explorava 0s mecanismos fisiopatolégicos  subjacentes ao
desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca na hipertensdo pulmonar. A
progressdo do RIMP neste estudo e os valores de referéncia obtidos
sdo muito semelhantes aqueles por nés encontrados.

Segundo 0s nhossos resultados, no modelo de hipertensao
pulmonar com monocrotalina, o tempo de aceleragéo do fluxo pulmonar,
o RIMP, o TAPSE e o indice de excentricidade correlacionam-se com a
progressdo da doenca, a semelhancga do que acontece no ser humano.
De facto, a evolucdo destes parametros acompanhou ndo sO as
alteragfes histopatologicas que se desenvolveram a nivel pulmonar e
cardiaco, mas também a clinica apresentada pelos ratos. No que diz
respeito aos achados macroscopicos da necropsia também eles
corroboraram o exposto. De facto, o aumento do peso dos pulmdes
(sugestivo de congestdo pulmonar), o aumento do peso do coragdo
(sugestivo de hipertrofia ventricular) e o desenvolvimento de derrame
pleural (em T3) sdo argumentos acrescidos da correlacédo
ecocardiografia/evolucdo da doenca.

Esperavamos contudo, como resultado da insuficiéncia cardiaca
direita e da congestao hepética, encontrar aumento progressivo do peso
do figado. Isto ndo ocorreu, apesar de um aumento inicial da massa
deste oOrgdo. Este facto provavelmente explica-se pelo efeito
hepatotoxico da monocrotalina que conduziu a uma progressiva lesdo

hepética e desenvolvimento de hipertensédo portal, de acordo com o
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* |sto justificaria a auséncia de

descrito por Perazzo et al.
hepatomegalia, e explicaria também a esplenomegélia que se
desenvolveu a partir da 22 semana apds a injec¢cdo da monocrotalina. O
aspecto histologico do baco e figado dos diferentes grupos reforca esta

suposicao.
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10. CONCLUSOES

A ecocardiografia € um método imagiolégico que permite de
forma né&o invasiva avaliar a progressao da hipertensdo pulmonar no
modelo de monocrotalina.

Para este efeito, pode-se recorrer a um conjunto de parametros
tradutores da severidade da doenca, como seja 0 quociente tempo de
aceleracao/tempo de ejeccdo pulmonar, o indice de excentricidade do
ventriculo esquerdo, o indice de desempenho miocéardico do ventriculo
direito, a excursdo sistélica do plano da tricispide e o gradiente
ventriculo direito/auricula direita, se se identificar a insuficiéncia

tricspide.
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101



Modelo de Hipertensdo Pulmonar com Monocrotalina
2010 Estudo ecocardiogréafico e anatomopatoldgico

Foto da estatua do “Pensador’ de August Rodin. Autor: Walké. Wikimedia

Commons.
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11. CONSIDERACOES FINAIS

H& um ano atras, antes de iniciar este projecto experimental, o
meu conhecimento sobre o modelo de monocrotalina limitava-se aos
dados tedricos disponiveis na literatura.

O processo de familiarizagdo a um novo modelo nem sempre foi
simples, mas acabou por ser um caminho de desafio e descoberta.
Muito do percurso foi feito por tentativas, acertos e desacertos. Aprendi
com 0s passos bem sucedidos, mas também com 0s erros.

Analisando retrospectivamente, reconheco a importancia de
agora estar confortavel, ndo sé com um modelo que espero vir a utilizar
em investigacdo futura, mas também com uma série de técnicas (ex.
ecocardiografia em pequenos animais de laboratorio) que acredito virem

a ser ferramentas importantes no trajecto que pretendo vir a tragar.
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